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Regulation of ATP－Sensitive PotassiumRChannel Subunit Kir6．2
EEpressioninRatIntestinalInsulin－ProducingProgenitor Cells．
（ラット・インスリン産生小腸幹細胞におけるATP感受性カリウムチ
ャネル・サブユニットKir6．2の発現調節）
【背景と日的］内向き整流性カリウムチャネル（Kir6．2）は2回膜貫通型の蛋白質で
あり、β細胞においてスルフォニルウレア受容体とともにへテロ8量体としてATP感
受性カリウムチャネルを構成する。このチャネルは細胞の代謝状態から膜電位を変化
させ、インスリン分泌を誘導することやその異常により糖尿病の発症に関与するな
ど、その機能について詳細な検討がなされているが、その発現調節に関しては不明で
あった。そこで、Pdx－1，Isト1を翠現させたインスリン産生小腸幹細胞株とラット膵
β細胞株RIⅣ器5Pを用いて、小腸幹細胞のβ細胞への分化過程におけるKir6．2の発現
調節機構の検討を行なった。
［方法］1）小腸幹細胞株（IEC－6）にPdx－1単独もしくはPdx－1，Is1－1を恒常的発現
させ、インスリンの糖応答性分・路に関与するGlut2，Glucokinase，Kir6．2，SURlのmRNA
発現をRT－PCR法で、またKir6．2蛋白量をウエスタンプロット（WB）法にて勘定した。
2）Adenovirusベクターを用いたIs1－1の一過性発現や、RNA干渉を用いた内因性
Is1－1の発現抑制によるKir6．2への影響をWB法にて検討した。3）Kir6．2遺伝子の
発現制御機構を調べるため、マウスKir6．2プロモーターの－1677から－45bpの蘭域
をLuciferaSe遺伝子上流に挿入したpGL3－Kir6．2ベクターを作成するとともに、そ
の上流部位を欠損させたベクターも作成し、これらの細胞におけるKir6．2転写括性
を測定した。4）Kir6．2転写活性調節領域への転写因子の結合を検討するために、
electrophoreticmobilityshiftassay（EMSA）と抗Spl，Sp3，Foxa2抗体を用いたsuper
shiftの検討を行った。5）Spl，Sp3，Foxa2の発現ベクターとpGL3－Kir6．2ベクターや
その結合部位を変異させたベクターを用いて、これら転写園子のKir6．2転写活性へ
の影響を検討した。6）最後にIsト1のFoxa2への影響を検討するた酬こ、Is1－1の恒
常的発現時とAdenovirusベクターを用いた一過性発現時のFoxa2蛋白量の変化をWB
法にて測定した。
［結果］1）pdxMl，Isl－1の恒常的発鄭こよりKir．6．2蛋白の発現を認めたが、Pdx－1
単独では認めなかった。また、Pdx－1，IsHの恒常的発現によりGlucokinaseを除く
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Glut2，Kir6．2，SURlのmRNAの誘導が確認された。2）Adenovirusベクターを用いて
Isト1を一過性発現させるとKir6．2蛋白は新たに誘導され、iRⅣAを用いて内因性
Is1－1をノックダウンさせるとKir6．2の蛋白量は低下した。3）Pdx－1単独と
Pdx－1，Isト1の恒常的発現細胞はともに－1035から－939bpの債域にて転写活性の上昇
を認めたが、Pdx－1単独の恒常的発現細胞では－1364から－1210bpの領域にて転写括性
の低下も認めた。RIⅣ－5F細胞では転写括性の上昇部位のみを認めた。4）転写括性上
昇部位（一1035／－939）を5コの領域に分割しRIⅣ－5P細胞の核蛋白を用いてEMSAを行
ったところ、GC－box（－985／－956）へSplとSp3の結合を認臥　また同様に転写活性低
下部位（一1364／掃1210）を5つの値域に分割しPdx－1単独の恒常的発現細胞の槙蛋白
を用いたところ、ト1337／－1267）の領域にFoxa2の結合を認めた。5）Splは用量依存
性にpGL3－Kir6．2ベクターのLuciferase活性を上昇させたが、Sp3では有意な変化を
認めなかった。GC－BoxのMutati叫によりその括性は基底状態まで低下した。一方、
Foxa2は用量依存性にpGL3－Kir6．2ベクターのLuciferase活性を抑制した。6日S1－1
は、恒常的発現時及びAdenovirusベクターを用いた一過性発現時ともにFoxa2蛋白
量を減少させた。
［考案］Kir6．2の発現の有無に関わらず検討したすべての細胞でGC－box蘭域
（－985／－956）に転写括性の上昇が認められたこと、Splが容量依存的にKir6．2転写括
性を上昇させたことから、TATA boxを持たないマウスKir6．2プロモーターはSplが
GCboxに結合することによりその基本転写活性を有していると考えられた。ラット・
インスリン産生小腸幹細胞において、Isト1がKir6．2を誘導する機構としては、
Kir6．2の転写に抑制的に働いているPoxa2蛋白をIs1－1が減少させることによると考
えられた。
【蹄酎インスリン産生小腸幹細胞において、Isト1はFoxa2発現を負に制御するこ
とによりKir6．2の発現を誘導し、インスリン分泌能の獲得において重要な遺伝子で
あることが示唆された。
別紙様式8（課程・論文博士共用）
学位論文審査の結果の要旨
整理番号 500 橋本　哲也
（学位論文審査の結果の要旨）
Pdx・1とIs1－1の共発現により小腸幹細胞株（IEC・6）がインスリンを産生す
ることを報告してきているが、本研究は、糖応答性のインスリン分泌のキーコ
ンポーネントの一つmr6．2に注目し、その発現機構の解明を目的に実験をすす
L・めた。IEC－6及び膵β細胞株（RIN－5F）を用いて、Is1－1ゐ過剰発現や発現抑制が、
Ⅲr6．2等の発現及びⅢr6．2promoter活性へ与える影響について検討した。
その結果、Foxa2が結合し転写を抑制する部位（－1364～q1210bp）とSpl／Sp3
が結合し基本転写活性を上昇する部位（一1035．～－939bp）がKir6．2promoteTに存
在することや、Is1－1発現がFoxa2蛋白を減少させIECq6にKir6．2を誘導するこ
とが示唆された。l
このように本論文は、インスリン分泌能を獲得する過程におけるIs1－1の重要
ゝ性を解明し、再生医療の基礎研究として有用であるため、博士（医学）の学位
論文に値するものであると認める。
（平成／7年ユ月9日）
